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@ Verfahren zur fermentativen Herstellung von L-Cystein oder L-Cystein-Derivaten 

@ Die Erfindung betrifft Verfahren zur Herstellung von 
L-Cystein oder L-Cystein-Derivaten mittels Fermentation 
von Mikroorganismen sowiefur das Verfahren geeignete 
Mikroorganismen. 

Der Mikroorganismenstamm, der zur fermentativen Her- 
stellung von L-Cystein oder L-Cystein-Derivaten geeignet 
ist, besitzt einen deregulierten Cysteinstoffwechsel, wo- 
bei diese Deregulation des Cysteinstoffwechsels nicht auf 
einer veranderten CycB-Aktivitat beruht. Er ist dadurch 
gekennzeichnet, dafS erzusatzlich eine erhohte CycB-Akti- 
vitat besitzt, wobei die CycB-Aktivitat ein fur ein Wildtyp- 
CysB typisches Regulationsmuster besitzt. 
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Die Erfindung betrifft Verfahten zur HersteUung von L-Cystei„ oder L-Cystein-Derivaten mittels Fermentation von 
SH-Gruppen anzeigt. 

• ■ waq7/i«71 rhprphv incoroorated by reference) oder Nakamon S. et aL, 1^8, Appi. nnv. miuuwul. u 
wie beispielsweise in EP 0885962 A 1 (entspncnt aer /*ni * un o Dez ifischer Mutagenese-Methoden kom- 

Vergleich zur CysB- Aktivitat im Wildtypstamm erhoht ist. 
60 Bevorzugt ist die CysB -Aktivitat urn mindestens 25% erhoht. 
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weniger als 20% betragt (siehe Beispiel 2). 

ErfindungsgemSBe Mikroorganismenstamme sezemieren L-Cystein oder ein L-Cystein Derivat im Vergleich zu einem 
Mikxoorganismenstamm mit dereguliertem Cysteinstoffwechsel ohne erhohte CysB-Aktivitat in erhohtem AusmaB. 

Ein erfindungsgemaBer Mikroorganismenstamni ist demnach ein Mikxoorganismenstamm mit dereguliertem Cystein- 
stoffwechsel, wobei diese Deregulation des Cysteinstoffwechsels nicht auf einer veranderten CysB-Aktivitat beruht, in 5 
dem homologe oder heterologe cysB-Gene verstarkt exprimiert werden, die fur CysB mit einem Wildtyp-CysB typischen 
Regulationsmuster kodieren. 

Bevorzugt handelt es sich um Escherichia coli Stamme mit dereguliertem Cysteinstoffwechsel, wobei diese Deregu- 
lation des Cysteinstoffwechsels nicht auf einer veranderten CysB-Aktivitat beruht, in denen ein Wildtyp-cysB-Gen uber- 
exprimiert wird. 10 

Besonders bevorzugt handelt es sich um Escherichia coli Stamme mit dereguliertem Cysteinstoffwechsel, wobei diese 
Deregulation des Cysteinstoffwechsels nicht auf einer veranderten CysB-Aktivitat beruht, in denen die Kopienzahl des 
Wildtyp-cysB-Gens von Escherichia coli erhoht ist und dieses Gen uberexprimiert wird. 

Es zeigte sich iiberraschend, daB nicht wie in den genannten Offenbarungen des Stands derTechnik postuliert, ein Ein- 
satz von cysB-Allelen, die fur konstitutiv aktive CysB-Regulatorproteine kodieren, die Cy stein- Produktion steigert, son- 15 
dern daB, ganz im Gegenteil, eine verstarkte Expression eines Wildtyp-cysB-Gens die Cystein-Produktion steigert. 

Dieser Befund ist auch deshalb iiberraschend und unerwartet, da bisher kein Beispiel bekannt ist, in dem eine ver- 
mehrte Expression eines Regulatorproteins aus der Familie der LysR-Typ-Trans-krip-tions-regulatoren eine Uberpro- 
duktion eines Metaboliten ermoglicht. 

Die Erfindung betrifft somit auch die Verwendung eines Regulatorproteins aus der Familie der LysR-Typ-Trans-krip- 20 
tions-regulatoren zur Uberproduktion eines Metaboliten sowie ein Verfahren zur Uberproduktion eines Metaboliten, das 
dadurch gekennzeichnet ist, daB ein Regulatorgen aus der Familie der LysR-Typ-Trans-krip- tions-regulatoren in einem 
Mikroorganismus uberexprimiert wird und eine verstarkte Produktion des Metaboliten im Mikroorganismus bewirkt. 

Eine Erhohung der CysB-Aktivitat in einem Mikroorganismus bei gleichzeitigem Erhalt des typischen Regulations- 
musters kann zum Beispiel erreicht werden durch: 25 

1. eine Erhohung der Kopienzahl eines cysB-Gens, kodierend fur CysB mit einem Wildtyp-CysB typischen Regu- 
lationsmuster, im Mikroorganismus unter Kontrolle eines Promoters oder 

2. eine verstarkte Expression eines cysB-Gens kodierend fur CysB mit einem Wildtyp-CysB typischen Regulati- 
onsmuster durch Austausch des die Expression des Wildtyp-cysB-Gens regulierenden Promoters gegen einen star- 30 
keren Pro motor. 

cysB-Gene sind bekannt aus Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Klebsiella aerogenes, Haemophilus influen- 
zae, Pseudomonas aeruginosa undThiocapsa roseopersicina. Als cysB-Gene werden vorzugsweise Gene verstanden, de- 
ren Genprodukte mit dem CysB-Protein von Escherichia coli eine Identitat von mindestens 40% aufweisen. Die Homo- 35 
logiewerte beziehen sich auf Ergebnisse, die mit dem Computerprogramm "Wisconsin Package Version 9.0, Genetics 
Computer Group (GCG), Madison, Wisconsin" erhalten werden. Dabei erfolgt die Suche in der Datenbank mit dem Un- 
terprogramm "blast" unter Verwendung der Standardparameter. 

cysB-Gene sind ferner solche Allele von Wildtyp-cysB-Genen, deren Genprodukte in ihrer Sequenz verandert sind, 
ohne daB dadurch das typische Wildtyp-CysB Regulationsmuster verloren geht. Ein Beispiel hierfur sind CysB- Varian- 40 
ten mit konservativen Aminosaure-Austauschen. 

Ein erfindungsgemaBer Mikroorganismus laBt sich beispielsweise dadurch herstellen, daB in einem Mikroorganismen- 
stamm mit dereguliertem Cysteinstoffwechsel, wobei diese Deregulation des Cysteinstoffwechsels nicht auf einer veran- 
derten CysB-Aktivitat beruht, mittels an sich bekannter Methoden die Kopienzahl des Wildtyp-cysB-Gens oder eines 
cysB-Gens kodierend fur CysB mit einem Wildtyp-CysB typischen Regulationsmuster erhoht wird, oder daB mittels an 45 
sich bekannter Methoden eine verstarkte Expression des Wildtyp-cysB-Gens oder eines cysB-Gens kodierend fiir ein 
CysB mit einem Wildtyp-CysB typischen Regulationsmuster bewirkt wird. 

Im folgenden bedeutet der Begriff "CysB" sowohl "Wildtyp-CysB" als auch "CysB-Variante mit einem fur einen 
Wildtyp-CysB typischem Regulationsmuster". Der Begriff "cysB-Gen" bedeutet im folgenden "Wildtyp-cysB-Gen" so- 
wie "cysB-Gen kodierend fiir CysB mit einem fur Wildtyp-CysB typischen Regulationsmuster". 50 

Die Erhohung der Kopienzahl des cysB-Gens in einem Mikroorganismus kann mit dem Fachmann bekannten Metho- 
den vorgenommen werden. So kann zum Beispiel das cysB-Gen in Plasmid-Vektoren mit mehrfacher Kopienzahl pro 
Zelle (z. B. pUC19, pBR322, pACYC184) kloniert und in einen Mikroorganismus mit dereguliertem Cysteinstoffwech- 
sel eingebracht werden, Alternativ kann das cysB-Gen mehrfach ins Chromosom eines Mikroorganismus mit deregulier- 
tem Cysteinstoffwechsel integriert werden. Als Integrations verfahren konnen die bekannten Systeme mit temperenten 55 
Bakteriophagen, integrative Plasmide oder die Integration uber homologe Rekombination genutzt werden (z. B. Hamil- 
ton et al., 1989, J. Bacterid. 171: 4617-4622). 

Bevorzugt ist die Erhohung der Kopienzahl durch Klonierung eines cysB-Gens in Plasmid-Vektoren unter der Kon- 
trolle eines Promoters. Besonders bevorzugt ist die Erhohung der Kopienzahl durch Klonierung eines cysB-Gens in pA- 
CYC-Derivate, wie z. B. pACYC184-LH (hinterlegt gemaB Budapester Vertrag bei der Deutschen Sammlung fur Mi- 60 
kroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig am 18.8.95 unter der Nummer DSM 10172). 

Als Kontrollregion fiir die Expression eines piasmid-kodierten cysB-Gens kann die naturliche Promotor- und Opera- 
torregion des Gens dienen. 

Die verstarkte Expression eines cysB-Gens kann jedoch auch mittels anderer Promotoren erfolgen. Entsprechende 
Promotorsy steme sind dem Fachmann bekannt (Makrides S. C, 1996, Microbiol. Rev. 60: 5 12-538). Solche Konstrukte 65 
konnen in an sich bekannter Weise auf Plasmiden oder chromosomal verwendet werden. 

Die Klonierung eines cysB-Gens in Plasmid-Vektoren erfolgt beispielsweise durch spezifischc Amplification mittels 
der Polymerase-Ketten-Reaktion unter Einsatz von spezifischen Primern, die das komplette cysB-Gen mit Promoter- und 
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Oneratorseauenz etfassen und anschlieBende Ligation mit Vektor-DNS-Fragmenten. 
OP S S5*ta- «* die Klonierung efnes cysB-Gens werden Plasmide v^Ue 
mente zur Deregulierung des Cysteinstoffwechsels enthalten, beispielsweise ein cysEX-Gen (WO 97/15673) und ein hi 
taenTS«Al). Solche Vektoren ermoglichen die Herstellung eines erfindungsgemaBen Mitooorgamsmen- 
stammeS eTnem beUebigen Mikroorganismenstamm, da ein solcher Vektor auch eine Dereguherung des Cysteinaoff- 

WE Setitr^S das dadurch gekennzeichnet is, daB es genedsche Elemente zur ^ 

gulierung des Cysteinstoffwechsels besitzt, wobei diese genetischen Elemente kerne Veranderung der CysB-Aktivitat 
bewirken sowie ein cysB-Gen unter Kontrolle eines Promoters enthalt. u-„;„, 
DuS dne gangige ^ransformationsmethode (z. B. Elektroporation) werden die cysB-hatigen Plasm.de ,n Baktenen 

eingebracht und beispielsweise mittels Andbiotika-Resistenz auf plasmidtragende Klone se ektiert. 

T Sdung betrifft somit auch Verfahren zur Herstellung eines erfindungsgemaBen Mikroorganismens ammes, da- 
durch ^kennzeichnet daB in einen Mikroorganismenstamm ein erfindungsgemaBes Plasmid eingebracht wird. 
DieProdukri^ 

folg l e£em Fermenter nach an undfiir sich bekannten Verfahren. Als C-Quellen konnen z^B 

™dere Zucker als N-Quelle Ammonium oder Proteinhydrolysate verwendet werden. Als S-Quelle konnen z. B. Su fid, 
STsS ode Thiosulfat verwendet werden. Wahrend der Fermentation gebildetes L-Cystem kann durch Oxidauon 
L ^nwerlosnchem Cystin oder durch Kondensation mit Aldehyden oder Ketonen zu Thiazolidinen (z. B. mit Brenz- 

Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Erlauterung der Erfindung. 

Beispiel 1 

Klonierung des Wildtyp-cysB-Gens und des cysB(T149M)-Allels 

Das Wildtyp-cysB-Gen von Escherichia coli wurde unter Anwendung der Polymerase-Ketten-Reaktion (VCR) >klo- 
nier. MU den sp^zlfischen Oligonukleotid-Primem (20 pmol pro Ansatz) cysBPl (SEQ. ID. NO: 1 und cysBP2 ^(SEQ 
TO NO 2?wurde ein genomisches 3107 basenpaare langes DNS-Fragment amplifiziert, das das Wildtyp-cysB-Gen nnt 
flankierenden Regionen umfaBt und terminate EcoRI- bzw. Sall-Restriktionsschmttstellen bes.tzt. 

5'-GTT ACG AGA TCG AAG AGG-3' (Phosphorothioat-Bindung am 3'-Ende) (S^- © NO: 1) 
35 5-GTC ACC GAG TGG TCA ATG-3' (Phosphorothioat-Bindung am 3 -Ende) (Sty. ID. JNU. ~) 

Die PCR-Reaktion wurde mit der Pwo-DNS-Polymerase der Firma Boehringer (Mannheim, D) mit ^10 ng , genom_ 
ischer DNS als Matrize durchgefUhrt. Das Programm umfaBte 29 Zyklen mit einer Anneahngtemperatur von 56 C (30 
iSunSn pro Zyklus), einer E^xtensionstemperatur von 72°C (60 Sekunden pro Zyklus) und emer Denatunerungstem- 
40 pemur vonVc (30 Sekunden pro Zyklus). Das DNS-Fragment wurde nut 

n^hhPh^nHelt und iiber eine Draoarative Gelelektrophorese und die Geneclean-Methode (Geneclean Kit BIO101 r. U. 
Bo SSS ? aufo^ P sT^--2284) gereinig, ™* in ^fflS?53 

und phosphatase-behandelten Phagemid-Vektor pTZ19U der Firma Bio-Rad Laboratories (Hercute ^^ ia ' ™£ 
hgiert und so das Plasmid P TZ19U-cysB erhalten (Fig. 2). Nach der Transformation wurden posiU ve Klone uber Restnk- 

45 ^StrSSes konsdtutiv akuven cysB-AEels wurde (in Analogie zu der bei Colyer T. E., Kredich N. M., 
19W Mo Xwol 13: 797-805 beschriebenen Mutation im WildtypcysB-Gen von Salmonella typhimunum) die Mu- 
S «£ <Xm 147 aes Wildtyp-cysB-Gens zu einem Methionin-Codon mitdem "Mutagene In Vitro Mutagenesis - 
K der Fu^it Bio-Rad Laboratories (Hercules, California, USA) durchgefUhrt. Dabei ™ d °/™°^°™^ 7 

so CysBMu^SEQ ID NO. 3) verwendet. Die unterstrichenen Basen zeigen die Abweichung von der Wildtyp-Sequenz 
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5 -TTC OCT ATC GCC ATG GAA GCG CTG CAT-3'(SEQ. ID. NO. 3) 

55 Fur Aktivitatstests (siehe Beispiel 2) wurden die beiden cysB- Allele ^^^^^ nach Klenow-Behand- 
lung in den EcU36II-geschnittenen, phosphatase-behandelten Vektor P ACYC184-LH klomert. 

Beispiel 2 

60 Besummung der CysB-Aktivitat in vivo 

Zur Messung der CysB-Aktivitat wurde ein Reportergen-Ansatz gewahlt. Hierfiir wurde die KontroU-Region des 
<JS?€ W Zl dem ^lacZ-Gen das fur das Enzym 6-Galaktosidase kodiert, fusioniert. Durch Integration dieser fusion in 
Stm^^ 

sornTln Form vonVoalaktosidase-Aktivitat ein indirektes MaB der CysB-AkUv^t Fur 

wurde das von Simons et al. beschriebene System verwendet (Simons R. W. et aL, 1987, Gene 53. 85-96). ^ undcn ^ 
wurde de P^omotorbereich des cysK-Gens einschlieRlich der ersten funfcehn Codons unter Verwendung der Ohgonu- 
SSfiSS (SEQ. ID. NO: 4) und cysKP3 (SEQ. ID. NO: 5) und 10 ng chromosomaler DNS von Eschenchia 
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coLi und Pwo-Polymerase mittels der Polymerase-Ketten-Reaktion amplifiziert. 

5 -CCG GAA TTC CCG TTG CCG TTT GTG GCG-3(SEQ. ID. NO: 4) 

5-CGC GGA TCC GTG TGA CCG ATA GTC AGC-3(SEQ. ID. NO: 5) 

Die Bedingungen entsprachen denjenigen, die in Beispiel 1 beschrieben wurden. Das resultierende 317 Basenpaar- 
Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Baml-II nach Herstellerangaben verdaut und mittels praparativer 
Gelelektrophorese und dcr Geneclean-Methode gereinigt. AnschlieBend wurde das Produkt mit dem ebenfalls EcoRI- 
BamHI-verdauten und phosphatase-behandelten Vektor pRS552 (hinterlegt gemaB Budapester Vertrag bei der Deut- 
schen Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig am 14.9.99 unter der Nummer DSM 13034) li- 
giert. Mittels Elektroporation wurde der Stamm MC4100 (ATCC 35695) mit dem Ligations ansatz transformiert und po- 
sitive Klone anhand von Restriktionsanalysen identifiziert. Diese enthalten cine translationale cysK-iacZ-Fusion. Das er- 
haltene Plasmid wurde der Anleitung von Simons et al. folgend mit dem Bakteriophagen XRS45 (hinterlegt gemaB Bu- 
dapester Vertrag bei der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig am 14.9.99 unter 
der Nummer DSM 13035) rekombiniert und ein homogenes Lysat des rekombinanten Phagen mit der Bezeichnung 
XKZL300 hergestellt. Mit diesem Phagen wurde der Alac-Stamm MC4100 inflziert und durch Kanamycin-Selektion ly- 
sogene Klone identifiziert (MC4100::XKZL300), die nun fiir die Messung der CysB-Aktivitat verwendet werden konn- 
ten. 

Zum Vergleich der Wirkung eines multicopy cysB-Gens kloniert in pACYCl84-LH und eines cysB(T149M)-Gens 
wurde MC4100::A,KZL300 mit den entsprechenden Plasmiden pACYC-cysB und pACYC-cysB(T149M) transformiert. 

Die Stamme wurden in VB-Minimalmedium (3,5 g/1 Na(NH4)HP0 4 ; 10 g/1 KH 2 P0 4 ; 2 g/1 Citrat x H 2 0; 0,078 g/1 
MgCl 2 ; pH mit NaOH auf 6,5 einstellen, 5 g/1 Glukose 5 mg/1 Vitamin B0 mit verschiedenen Schwefelquellen (je 1 mM 
Schwefel) kultiviert, wobei 15 mg/1 Tetracyclin zugesetzt wurde. Die Bestimmung der p-Galaktosidase-Aktivitat er- 
folgte nach der von Miller beschriebenen Methode (Miller J. H., 1972, Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring 
Harbour, New York, 352-355). 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt. Es zeigt sich bei der Kontrolle (MC4l00::XKZL300/pACYC184-LH) ein 
fiir ein CysB-Wildtyp typisches Regulationsmuster der CysB-Aktivitat in Abhangigkeit von der S-Quelle: Die CysB-Ak- 
tivitat von Zellen, gewachsen mit Thiosulfat, gegeniiber Sulfat betragt weniger als 75% und die CysB-Aktivitat von Zel- 
len, gewachsen mit Cystin, gegeniiber Sulfat betragt weniger als 20%. Dieses Muster wird bei \brhandensein eines Wild- 
typ-cysB-Gens in multicopy auf einem insgesamt gehobenen Aktivitatsniveau erhalten (er find ungs gem aBes Beispiel 
MC4l00::A.KZL300/pACYC-cysB). Das cysB(T149M)-Allel fuhrt dagegen zu einer konstitutiv hohen Aktiviat unter 
Verlust des typi schen Regulationsmusters. 

Tabelle 1 

Bestimmung der CysB-Aktivitat in Form von P-Galaktosidase-Aktivitat von Stammen mit einer chromosomalen cysK- 

lacZ-Fusion 
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Stamm 


MC4100: : 
XKZL300 


MC4100: : 
X.KZL300 


MC4100: : 
A-KZL300 


Plasmid 


pACYC18 4-LH 


pACYC-cysB 


pACYC- 
cysB(T149M) 


Genotyp 


cysB 

single copy 


cysB 

multicopy 


cysB(T149M) 
multicopy 


S-Quelle: 


P-Galaktosidase -Aktivitat in Miller units 


Cystin 


26 


341 


3791 


Sulfat 


1906 


2708 


3824 


Thiosulfat 


726 


1094 


3595 
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Beispiel 3 

60 

Konstruktion von erflndungsgemaBen Plasmiden 

ErfindungsgemaBe Organismen zcichnen sich durch cinen dcrcgulierten Cysteinstoffwechsel und beispielsweise 
durch ein cysB-Gen in mehrfacher Kopienzahl aus. Um solche Organismen herzustellen, wurde das Plasmid (pA- 
CYCl84-cysEX-GAPDH-ORF306) als Grundkonstrukt gewahlt. Dieses Plasmid enthalt die Elemente feedback-resi- 65 
stentes cysE-Allel und Efflux-Gen zur Deregulierung des Cysteinstoffwechsels. Es ist in der Paten tan me Id ung 
EP 0885962 Al (Beispiel 2D) eingehend beschrieben. In dieses Konstrukt, verdaut mit dem Restriktionsenzym SnaBI 
sowie phosphatase-behandelt, wurde zwischen das cysEX-AUel und das Efflux-Gen ein cysB-Fragment inseriert. Letz- 
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teres wurde durch Restriction mit den Enzymen EcoRI und BstXI und durch anschlieBendes Glatten der DNS-Enden mit 
Klenow-Enzym aus dem Plasmid P TZ19U-cysB gewonnen (Fig. 2). Das Ptasnud tragi die Bezeichnung pHC34. 

Dechlorination des Escherichia coli Stammes W3110 (ATCC 27325; Bachmann B. J 1996 In: Ne.dhardt F. C 
fed ) Escherichia coli und Salmonella: cellular and molecular biology, American Society for Microbiology Washmgton 
5 DC™erl33)entstehte^ 

don durchgeffihrt. Hierbei wurde eine dichte Zellsuspension in eiskalter 10%-iger Glycennlosung mit 0,1 ug Plasmid- 
DNAversetzt und bei 2500 V, 200 Ohm und 12,5 uF einem elektrischen Puis ausgesetzt. Nach dem Transfer des Ansat- 
Ssfn sSS Medium (1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl) und Inkubation bei 30°C fur eine Stunde wurden 
nlasmidtraeendeKIoneaufL^^ 

analoges Konstrkt ( P HC30) ersteUt und ebenfalls in den Stamm W3100 einge ^^^jS^^M 
EP 885962 Al beschriebene Organismus W3110, transformiert mit dem Plasmid pACYC184/cysEX-GAPDH-orf306, 
als Grundkonstrukt zum Vergleich und gleichzeitig zur Abgrenzung gegen den Stand der Technik. 

Dl es sich bei W3110 urn einen Wildtypstamm handelt, sind alle Cyste.n-Produktionseffekte auf plasm.d-kod.erte 
15 Gene zuriickzuflihren. 

Beispiel 4 

Cystein-Produktion mit erfindungsgemaBen Mikroorganismen 

Zum Nachweis der Cystein-Produktion wurden die in Beispiel 3 beschriebenen Mikroorganismen in Fermentern im 
fSmS St kontinuierlicher Glukose- und Thiosulfat-Fiitterung kultiviert. Als Vorrichtung d.entc ein Biostat 
M-Gerat der Firma Braun Biotech (Melsungen, D) mit einem maximalen Kulturvolumen yon 2 1. 

Ms Vorkultur wurden 20 ml LB-Medium (10 g/1 Trypton, 5 gA Hefeextrakt, 10 g/1 NaCl) das zusatzkch 15 mgA Te- 
traSclin enthielt, beimpft und bei 30°C und 150 rpn lin einem ^chattier ^^^^^S^^ 
samte Ansatz in 100 ml SMI-Medium (12 g/1 K 2 HP0 4 ; 3 g/1 KH 2 P0 4 ; 5 gA CNH^SO^ 0,3 g/1 MgS0 4 x H O 
fwm JflTan x 2 H,0- 0 002 gA FeS0 4 x 7 H 2 0; 1 g/1 Na 3 Citrat x 2 H 2 0; 0,1 g/1 NaCl; 1 ml/1 Spurenelementlosung 
bSehfd aus 0 1? J Na 2 Moofx 2 hIo; 2,5 g/1 N 0,7 gA CoCl 2 x 6 H 2 G; 0,25 gA CuSG 4 x 5 H 2 0; 1,6 gfl 
Kb 5 0,3 gfl ZnSO. x 7 H 2 0), das mit 5 g/1 Glukose; 0,5 mgfl Vitamin Bl und 15 mgA Tetracychn supple- 
ment^ wurde uberfuhrt. Die weitere Inkubation erfolgte bei 30°C fur 17 Stunden bei 150 rpm 

Mk dies" Vorkultur (optische Dichte bei 600 nm von ca. 3) wurde der Fermenter mit 900 ml Fermentationsmedium 
(15 gA Glukose; 10 gA Trypton; 5 g/1 Hefeextrakt; 5 gA (NH^SO.; 1,5 gA KH 2 P0 4 ; 0,5 g/1 NaCl; 0,3 g* MgS0 4 x 7 
H 2 0 0 015 gA CaCl 2 x 2 H 2 0; 0,075 gA FeS0 4 x 7 H 2 0; 1 gA Na 3 Citrat x 2 H 2 0 und 1 mlA Spurenelemendosung s. o., 
Smtfl L Vitamin BL und 15 mgA Tetracyclic eingestellt auf P H 7,0 mit 25% Ammoniak) beimpft^ Wahrend der Fermen- 
tatTon wuXLe Temperatuf von 30°C eingestellt und der pH-Wert durch Zudosierung yon 25% Amnion* bei einem 
Wert von 7,0 konstant gehalten. Die Kultur wurde mit entkeimter Dmckluft bei 1,5 voVvol/min begast und nut emer 
Ruhrerdrehzahl von 200 rpm geriihrt. Nach Absinken der Sauerstoffsattigung auf einen Wert von 50% wurde die Dreh- 
zahl uber ein Kontrollgerat bis zu einem Wert von 1200 rpm erhoht, urn 50% Sauerstoffsattigung zu erhaUen_ 

Nach zwei Stunden erfolgte eine Zudosierung einer 30% Na-Thiosulfat-Losung mit einer Rate von Iml/h. Glukose 
wurde aus einer 56% Stammlosung zugefiittert, sobald der Gehalt im Fermenter von anfanguch 15 gA auf ca. 5-10 gA 
Xesunken war. Die Glukose-Futterung erfolgte mit einer RuBrate von 8-14 ml/h, wobei versuch wurde, eine Gluko- 
sekonzentration von ca. 5-10 gA konstant zu halten. Die Glukose-Bestimmung wurde mit dem Glukoseanalysator der 
Firma YSI (Yellow Springs, Ohio, USA) durchgefuhrt. ziQCTMUnchem J 

Die Produktion von L-Cystein wurde colorimetrisch mit dem Test von Gaitonde (Gaitonde, M. K. (1967), B^hem- J- 
104 627-633) verfolgt. Dabei ist zu beriicksichtigen, daB der Test mcht zwischen L-Cystein und dein in EP 0885962 Al 
bSSebenen Konde'nsationsprodukt von L-Cystein und Pyruvat (2-Mem y l-Aiazou^,4-mc^on = )< tsknnu- 
niert Schwerlosliches Cystin, das durch Oxidation aus L-Cystein entsteht, wurde nach Losen in 8% Salzsaure und an- 
schheBende Reduktion nut Dithiothreitol (DTT) in verdunnter Losung bei pH 8,0 e^benfaUs als L-Cystem n-hgewiesem 
Tabelle 2 zeigt den Produktionsverlauf einer Fermentation von Orgamsmen mit dem in EP 0885962 Al ^sctaebenen 
Grundkonstrukt P ACYC184/cysEX-GAPDH-ORF306 im Vergleich mit einem erfindungsgemaBen P asm.d pHC34 und 
einem entsprechenden Konstrukt mit dem cysB(T149M)-Allel, das fur ein konstitutiv ^^^^^^ 
Es wird deutiich, daB die erfindungsgemaBe Einsatz des Wildtyp-cysB-Gens einen positiven Effekt auf die ProdukUons 
leistung ausiibt, wahrend das konstitutive Allel cysB(T149M) negative Auswirkung zeigt. 
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TabeLle 2 



Produktion von L-Cystein mit dem erfindungsgemaBen Konstrukt pHC34 bzw. Kontrollkonstrukten 



Plasmidkon- 
strukt 


pACYC184/cysE 

X-GAPDH- 

ORF306 


pHC34 


pHC30 


Genotyp 


cysEX 
orf306 


cysEX 

cysB 

orf306 


cysEX 

cysB(T149M) 
orf306 


Fermentati- 
onszeit 


L-Cystein- Ausbeute in g/1 


24 h 




8,0+2, 6* 


2,0 


48 h 


10,2 +7,0 * 


10,0 +12,6* 


3,4 



* Die mit einem Stern angegebenen Werte stehen fur L-Cystein, 
das in oxidierter Form als schwerlosliches Cystin vorliegt. 
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SEQUENZPROTOKOLL 
<U0> Consortium fur elektrochemische Industrie GmbH 

<120> Verfahren zur f ermentativen Herstellung von L-Cystei 
Oder L-Cystein-Derivaten 

<130> co9905 

<140> 
<141> 

<160> 5 

<170> Patentln Vers. 2.0 

<210> 1 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<400> 1 

gttacgagat cgaagagg 

<210> 2 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<400> 2 

gtcaccgagt ggtcaatg 

<210> 3 
<211> 27 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<400> 3 

ttcgctatcg ccatggaagc gctgcat 

<210> 4 
<211> 27 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<400> 4 

ccggaattcc cgttgccgtt tgtggcg 

<210> 5 
<211> 27 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<400> 5 

cgcggatccg tgtgaccgat agtcagc 
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Patentanspruche 

1 . Mikroorganismenstarnm der zur fermentativen Herstellung von L-Cystein oder L-Cystein-Derivaten geeignet ist 
und einen deregulierten Cysteinstoffwechsel besitzt, wobei diese Deregulation des CysteinstofFwechsels nicht auf 
einer geanderten CysB-Aktivitat beruht, dadurch gekennzeichnet, daB er zusatzlich eine erhohte CysB-Aktivitat 5 
besitzt, wobei die CysB-Aktivitat ein fur ein Wildtyp-CysB typisches Regulationsmuster besitzt. 

2. Mikroorganismenstarnm, der zur fermentativen Herstellung von L-Cy stein oder L-Cy stein-Deri vaten geeignet 
ist und einen dereguliertem Cysteinstoffwechsel besitzt, wobei diese Deregulation des Cysteinstoffwechsels nicht 
auf einer veranderten CysB-Aktivitat beruht, in dem homologe oder heterologe cysB-Gene verstarkt exprimiert 
werden, die fur CysB mit einem fur Wildtyp-CysB typischen Regulationsmuster kodieren. to 

3. Mikroorganismenstarnm nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB es sich um einen Escherichia coli 
Stamm mit dereguliertem Cysteinstoffwechsel handelt, in dem ein Wildtyp-cysB-Gen uberexprimiert wird. 

4. Mikroorganismenstarnm nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB es sich um Escherichia coli Stamme mit 
dereguliertem Cysteinstoffwechsel handelt, in dem die Kopienzahl des Wildtyp-cysB-Gens von Escherichia coli er- 
hdht ist und dieses Gen uberexprimiert wird. 15 

5. Verfahren zur Herstellung eines Mikroorganismus gemaB einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB in einem Mikroorganismenstarnm mit dereguliertem Cysteinstoffwechsel mittels an sich bekannter Methoden 
die Kopienzahl eines Wildtyp-cysB-Gens oder eines cysB-Gens kodierend fur CysB mit einem fur Wildtyp-CysB 
typischen Regulationsmuster erhoht wird, oder daB mittels an sich bekannter Methoden eine verstarkte Expression 

des Wildtyp-cysB-Gens oder eines cysB-Gens kodierend fur ein CysB mit einem Wildtyp-CysB typischen Regula- 20 
tionsmuster bewirkt wird. 

6. Verfahren zur Herstellung von L-Cystein, oder L-Cystein-Derivaten dadurch gekennzeichnet, daB ein Mikroor- 
ganismenstarnm gemaB einem der Anspriiche 1 bis 4 in an sich bekannter Art und Weise in der Fermentation einge- 
setzt wird und das L-Cystein oder L-Cystein-Derivat aus dem Fermentationsansatz abgetrennt wird. 

7. Plasmid, dadurch gekennzeichnet, daB es genetische Elemente zur Deregulierung des Cysteinstoffwechsels be- 25 
sitzt, wobei diese genetischen Elemente keine Veranderung der CysB-Aktivitatbewirken, sowie ein cysB-Gen unter 
Kontrolle eines Promotors enthalt. 

8. Verfahren zur Herstellung eines Mikroorganismenstammes gemaB einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB in einen Mikroorganismenstarnm ein Plasmid gemaB Anspruch 7 eingebracht wird. 

9. Verfahren zur Uberproduktion eines Metaboliten, das dadurch gekennzeichnet ist, daB ein Regulatorgen aus der 30 
Familie der LysR-Typ-Trans-krip-tions-regulatoren in einem Mikroorganismus uberexprimiert wird und eine ver- 
starkte Produktion des Metaboliten im Mikroorganismus bewirkt. 

10. Verwendung eines Regulatorgens aus der Familie der LysR-Typ-Trans-krip-tions-regulatoren zur Uberproduk- 
tion eines Metaboliten. 

, 35 
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